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MOLECULAR BIOLOGICAL TESTING FOR DIAGNOSIS 
   AND TREATMENT OF UROTHELIAL CANCER
 Yoshiyuki KAKEHI 
From the Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyoto University
   Detection of urinary telomerase activity is superior to the conventional urine cytological 
examination in terms of sensitivity for diagnosis of low grade urothelial cancers. Several causative 
factors including pyuria and hematuria which might have affected falsely positive and negative rates of 
urinary telomerase activity were investigated but their influence seemed negligible. As for progression 
from superficial to invasive urothelial cancers, destruction of the basement membrane underlying 
tumor is considered as an important event in the initial step of invasion. Our immunohistochemical 
analyses revealed that expression of type IV collagen in the basement membrane was reduced or 
disappeared in more than half of grade 2 to 3, pTa urothelial cancers. Overexpression ofp53 tumor 
suppressor and/or mdm2 oncoprotein was strongly correlated with this basement membrane 
destruction. Urothelial cancers harboring p53 aberration may be resistant to cisplatin-based 
chemotherapy because of impairment of apoptosis induction. The relationship between 
chemosensitivity and p53 status in urothelial cancers was investigated, and a favorable response to 
neoadjuvant chemotherapy was found in tumors without p53 aberration. 
                                              (Acta Urol. Jpn. 45: 583-588,1999) 
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盤として登場 しつつある.一 方,再 発を繰 り返す間
に,予期せぬ浸潤癌への移行に直面することも少なく
ない.浸 潤性尿路上皮癌 に対 しては,cisplatinを主











や細胞の異型性 に乏 しいことなどから,どの施設で も
感度が概ね20%以下にとどまっている.一一方,尿 中剥
離細胞 を用 いた分子診 断はPCR法 の開発 と共 に急速
に進 んだ.わ れわれ は,p53遺伝子 に変異 を有す る尿
路上皮癌患者の尿 中に,変 異特異 的プライマ ーを用 い
て,nestedPCRの原理 を応用 して変異 陽性細胞 を検
出す る方法 を開発 した1)一 方,膀 胱 癌 ない し尿路上
皮癌 に特異的な酵素活性 や抗原性,も し くは癌 に特異
的 な酵素活性 な どを利用 した尿 の分子診 断法 も実用化
が進みつつあ る.こ こでは,癌 特異 的 ともいえる細胞
の不死化 に関 連 したtelomerasc活性 を,尿 沈渣細胞
中に検出す ることによる尿 路上皮癌 の分子診 断の有用
性 と限界 について解析 する.
B)対 象 と方法
1996年に行 った最初 の調査 で は,42例の膀胱癌患者
の腫瘍組 織 と43例の患 者尿お よび健常 人12名の尿 を解
析 した2)こ の調査 では,主 と して尿細胞診 との感度
お よび特 異 度 の比 較 を行 った.Telomerase活性 は
Kimら3)によるtelomericrepeatamplificationpro-
tocol(以下TRAP法)に よ り測 定 した.1997年に
行 った調査 で は,65例の尿路 上 皮癌患 者(膀 胱癌60
例,腎 孟癌4例,尿 管癌1例)お よび33例の非尿 路性
器癌患者 と25例の健 常人の尿 を解析 した4)こ の研 究
で はtelomerase活性 はtelomerasePCRELISATM
(Bochringer-Mannheim)を用い半定 量的 に測 定 し,
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GradeIでは 自然 尿,洗 浄 尿,両 者併 用 の すべ て の テ ロ メ ラ ー ゼ 陽性 率 が尿 細 胞 診 よ り有 意
に高 か っ た(各 々 のP値 はO.046,0.008,0.005).Grade2では 洗 浄 尿,両 者 併 用 で の テ
ロ メ ラ ーゼ 陽 性 率 が 尿細 胞 診 よ り有意 に 高 か っ た(各 々 のP値 はO.OOI).
偽 陽性 や偽陰性 に影響 を与 え る因子 につい て解 析 し
た.
C)結 果
第1の 調 査 で は,42例 か ら得 た腫 瘍 組 織 のtelo-
merase活性 を解析 した ところ41例とほぼ全例 で陽性
で あった.こ の 中には12例のgradel症例 が含 まれ
て お り,telomerase活性が 高分化 の膀胱 癌 で もほ と
ん ど常 に陽性 を示す こ とを示 して いる.次 に患者尿 と
して,術 前 の 自然排尿 サ ンプル と術 直前 の膀胱 内カ
テー テ ル よ りの洗 浄 尿 を別 々 に解析 した.全 体 の
telomerase活性 の 感度 は 自然 尿 で55%(95%CI:
39～70%),洗浄 尿 で は84%(95%CI:69・-93%)
で,尿 中に含 まれ る癌細胞 由来の剥離細胞数 が感度 に
影響 を与 えるこ とを示唆 している.TableIに組織学
的grade別の 感 度 を尿 細 胞 診 と比 較 して 示 す
Grade1および2に おいてそれぞれ細胞診 よ り有意 に
高感度であ った.一 方,12名の健常 人の尿沈渣か らは
1例もtelomerase活性 は検 出 しなかった.
第2の 調査 では,ま ず65例の尿路上皮癌患 者の 自然
尿 と58例の 非尿 路 性 器癌 患 者 も し くは健 常 人 尿 の
telomerase活性 を,telomerasePCRELISA法で測
定 した.そ の吸光度 の分布 をFig.1に示 す 非尿路
性器癌患者 もしくは健常人尿の吸光度の平均値 に2倍
の標 準偏差 を加 えた値 をcut-offとした ところ,尿 路
上 皮癌患 者尿 で の感度 は57%であった.一 方,こ の
cut-off値で,非 尿路 性器癌 患者 も しくは健常 人尿で

















































Fig.1.TelomerasePCRELISA法で 測 定 した
非尿路性 器癌 患者 も しくは健常 人尿(N)
と尿路上皮癌患 者尿(T)中 のtelomerase
活性。
尿 沈 渣 異 常 群 全 体 で の偽 陽 性 率ll%,正 常 群5%(P=
0.395).
(Table2).さて,骨 髄細胞 やそ の他 の一部 の正 常幹
細胞 に もtelomerase活性 が弱い なが ら認め られ るこ
とが報告 されている.し たが って,強 い膿尿 は偽陽性
の要 因になる可能性があ る.Table3は非尿 路性 器癌
患 者 も し くは健 常 人尿で の尿沈 渣所 見 とtelomerase
活性 の比較 を示す.膿 尿 ない し血膿尿ない し血膿 尿 を
示 した18例中2例(ll%)でtelomerase活性が 陽性
であ ったの に対 して,正 常 な沈渣所見の40例では2例
(5%)がtelomerase活性 陽性 で,両 者間で偽 陽性率
に有意差はなか った.
D)考 察
尿 沈渣 中のtelomerase活性 を指標 と した膀胱癌 の
診断 は,Iowgrade腫瘍 での感度が細 胞診 よ り明 らか
に優 れている.近 年,BTAtest,BTAstat,NMP22,
FDPな どの分子マ ーカーが開発 され,telomerase活
性 と共に その臨床応用 が検討 されつつ ある5).最近の
米国 のprospectivestudyでも,感 度 の点で はBTA
statとtelomerase活性 が 優iれ,そ の他 の分 子 マー
カー も総 じて尿細胞診 よ り高 い感度 を示 している.特
異度 は尿細胞 診 とtelomerase活性が 高 く,総 合す る
とtelomerase活性 が現時点 で は膀胱 癌 のス ク リー二
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ン グ と して 最 も優 れ て い る よ う だ6)し か し,
telomerase活性 を測定 す る ことでTUR後 の膀胱鏡
の回数 を減 じることがで きるか どうか は慎 重 を要 する
と思 わ れ る.わ れ わ れ は現 在,TUR直 後 の尿 中
telomcrase活性 とTUR後3カ 月,6カ 月の早期 再発
との関係 をprospectiveに解 析中であ る.
1.悪性進展 を規定する因子の解析
Table4.尿路上皮 癌の主腫瘍部 にお ける基底膜
typeIVcollagenの発現消失,p53の







表在性 尿路 上皮癌 の浸 潤癌 へ の悪性進 展 は約10～
15%程度あ るとされ,そ の予測 は難 し く治療 方針 の転
換が遅れがちで,生 命予後 に直結す る問題 とな ってい
る.わ れわれ は表在性 尿路上皮癌 におけ る基底膜 の変
成 をtypeIVcollagenを指標 と して解析 し,こ れ に
関与す る分子異常 を検 討 した7・8)
B)対 象 と方法
60例の尿路上皮 癌(膀 胱癌:46,上 部尿路癌+膀 胱
癌:10,上 部尿 路癌:4)の 主腫 瘍 と随伴 上皮 内癌
(以下CIS)病 変 を解 析 した.病 理 組織 学 的 病期 は
pTa:23例,pTis:18例,pTl:6例,pT2-4:13例
で,pTis以外 で は13例が随 伴CIS病 変 を有 して い
た.腫 瘍 部の基底 膜の変成の有無 はtypeIVcollagen
を指標 と し,腫 瘍 細胞 にお けるp53お よびそのne-









主腫瘍 部 にお け るp53お よびmdm2の 過 剰発 現
(p53の過剰 発現 はp53の 遺伝 子変異 に起 因 した半 減
期の遅延 を示 し,mdm2の 過剰 発現 はほ とん どの場
合遺伝子増幅 を伴 わない発現 レベルでの過剰誘導 と解
釈 される)と,基 底 膜 の変成 の頻度 をTable4に示
す.pTl以 上 の腫瘍 お よびpTisは当 然高率 にtypc
IVcollagenの発現消失 が観 察 されているが,pTa腫
瘍 で もgrade2ない し3で は過半数 で基 底膜 の変成
が 起 こっ て い る こ とが 注 目 さ れ る.p53お よ び
mdm2の 過 剰発 現 は これ まで の報 告 と同様 にhigh
grade,highstage症例 で 高 く,CISで も高 頻 度 で
あった.Table5はtypeIVcollagenの発 現消 失 の
有無 がpTa-pTl腫瘍 においてp53お よびmdm2の
異常の有無 と強 く相関す ることを示 してい る.一 方,
CISは浸潤癌 へ の移行頻 度が 高 く,遺 伝 子異 常 の面
か らはp53遺 伝 子 の変異が早 期 か ら起 こる ことが報





















Table5,pTa-pTl腫瘍29例 に お け る基 底 膜
typeIVcollagcnの発現消失の有無 と
随伴CIS病 変の有無 お よびmdm2の
過 剰発現 を含 め たp53と 異 常 の有無
との関係















*:発 現 消 失 ,**=発 現 維 持,***:p53の核 内 異 常 蓄 積
も しくはmdm2の 過 剰発 現 を認 め る腫 瘍.
Table6.原発性 お よび随伴性CIS病 変 にお け
る基底 膜typeIVcollagenの発現 消
失 と病 理学 的異 型 度,mdm2の 過 剰
































亭:発 現 消 失(一) ,発 現 維 持(+),**:過 剰 発 現,***=
核 内 異常 蓄 積,$:p53の 核 内異 散 蓄常 も し くはmdm2の
過 剰 発現 の いず れ か も し くは両 者,
CIS病変 にお け るtypeIVcollagcnの発現消 失の有
無 とp53の異常 もし くはmdm2の 過 剰発現 の有無が
密 接 な 関連 性 が あ るこ と を示 して い る.基 底 膜 の
typeIVcollagenを変 成 させ る酵 素 と して幾 つ か の
matrixmetalloproteinaseが考 え られ る ,MMP-1,
-2,-9などの発現上 昇の有無 はp53も しくはmdm2
の過剰発現 の有無 と強い相 関があ った.MMP-1,-2,
-9の発現上 昇の頻 度 と腫 瘍のgradeおよびstageと
の関係 をTable7に示す この 中で はMMP-9の 発
現増加 が腫瘍 の進展 と最 も関連 が高 か った.そ こで,
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Table7.MMP-1,-2,-9の腫瘍で の発現 上昇
の有 無,基 底 膜typeIVcollagenの































+:発 現 上 昇,:発 現 消 失.
手 術前 に尿 サ ンプ ルが保 存 で きた33例(pTa:10,
pTis:16,pTl-3:7)につ いて尿 中 のMMP-9お よ
びTIMP-1の 濃 度 を測定 し,特 に表 在 性腫 瘍 で の
MMP-9の 発 現増加 の有 無 やtypeIVcollagenの変
性の有無 との関連 な どを解析 した(Table8).患者尿
で はMMP-9は 全 例で検 出感度 以上 に検 出 され たが
(範囲:0.90--15.20ng/ml),同時に解析 した16例の
健 常 人 尿 で は すべ て検 出限 界 以 下(範 囲:O.OO--
0.068ng/mDであ った.一 方TIMP-1は患者18例で
検 出 されたが(範 囲:1-30.Ong/ml),健常 人では全
例検 出感度以下であ った.尿 中のMMP-9やTIMP-
1の 濃度 と腫 瘍 のgradeやstageとは関連 が なかっ
た.MMP-9とTIMP-1の 尿 中濃度 の間 には弱 い相




表在性尿路上皮癌 において も基底膜 の変性 は高頻度
に起 こって お り,mdm2の 過剰発現 も含 めたp53の
機能異常 と関連が深い ことが示唆 された.p53の機能
異 常 がmatrixmetaUoproteinaseの発 現誘 導 に結 び
つ く途中の カスケ ー ドはまだ明 らかではないが,現 在
matriXmctalloproteinaseinhibitorの開発が精力的 に
進 め られ てお り,将 来 的 にはp53の 機能 異常 を有す
るよ うな表在性癌患者 への悪性進展 の予 防投与 と して











るとの仮説を支持する9)し か し,逆 にp53の機能
異常を有する細胞の方がより感受性であるとの実験結
果 も最近報告され10),依然結論 は出ていない.膀 胱


























































*lp=0.0283.**:尿中MMP-9濃 度 は,測 定 しえ た26例の 中央 値 で 区分 した.
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Table9.p53およびmdm2の発現異常 とシスプラチ ンを基本 とした化学療法に対する奏功率
との関係
評価可能症例数 著効症例数 有効症例数 奏効率(%)
グ ル ー プ1*
全 症例


































































*:ネ オ ア ジ ェバ ン ト化 学 療 法 群 ,**;化 学療 法 単独 群(局 所 進 展 ま た は遠 隔 転 移 症例),
























Fig.2.P53の 核 内 異 常 蓄 積 の 有 無 と ネ オ ア ジ ーLバン ト群(A)と 化 学 療 法 単 独 群(B)で の 化 学 療 法 後 の 疾
患 特 異 的 実 測 生 存 率.
C)結 果
奏 功率 は グル ープ1で はp53の 過剰発 現 のな い群
で有意 に高 か ったが,こ の傾 向 はmdm2の 過剰発現
を勘 案 したp53の 機能異 常 としてみた場合,有 意差
は強調 されなかった.一 方,グ ループllでは奏功率 と
p53の間 に有意差 は認め られ なかった(Table9).疾
患特異的生存率 を解析 した ところ,グ ループ1で はや
は りp53の 過 剰 発 現 の な い群 で 有意 に予 後 良好 で
あったが,こ うい った傾向 はグループllでは認 め られ
なか った(Fig.2).
D)考 察
今 回の結果,腫 瘍細胞 のp53遺 伝 子産 物 の過 剰発
現が 陰性(こ れ らの ほ とん どはwildtypeのp53を
有す ると考え られ る)の 患者で はネオアジュバ ン ト化
学療法の恩恵を受ける可能性が高いことを示唆 してい
る.しか し,治療の恩恵を受けない患者 を予測するの
に,p53過剰発現の有無,な い しはmdm2の過剰発
現を勘案 したp53の機能異常の有無の評価だけでは
不十分であるともいえる.
結 語
尿路上皮癌の発生,悪性進展,治 療への反応性 に関
する新たな分子マーカーが続々と登場する中,こ れら
を利用 した分子診断が既存の診断法を補えうるか,患
者の負担を軽減で きるか,さ らに患者の個別化による
細かな治療方針の決定に結びつけられるかといった,
きわめて現実的で具体的な評価が今後の大きな課題に
なると思われる.
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